Die Bedeutung des Aktin-bindenden Proteins mAbp1 für die Rekrutierung polymorphkerniger neutrophiler Granulozyten im Kontext der akuten
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Polymorphkernige	 neutrophile	 Granulozyten	 (PMN)	 spielen	 eine	 entscheidende	
Rolle	 bei	 der	 angeborenen	 Immunabwehr	 und	 bei	 Entzündungen.	 Im	 Zuge	 der	
akuten	Entzündungsreaktion	werden	sie	durch	gut	charakterisierte,	kaskadenartig	










































Somit	war	mAbp1	 anscheinend	nur	 für	b2-Integrin-vermittelte	 Funktionen	 unter	
Schubspannung	von	Bedeutung,	aber	für	die	entsprechende	Funktionen	unter	stati-




































EDTA	 Ethylenediaminetetraacetic	 Acid;	 Ethylendiamintetraessig-säure	
EGF	 Epidermal	Growth	Factor	







































































































































Polymorphkernigen	 neutrophilen	 Granulozyten	 (PMN)	 fällt	 bei	 der	 Entzündung	
eine	bedeutende	Rolle	zu:	Sie	sind	nicht	nur	die	ersten	Zellen,	die	aus	dem	Blut	re-
krutiert	werden,	sondern	sie	modulieren	auch	die	Immunantwort,	indem	sie	Anti-
gen-präsentierende	 Zellen	 der	 adaptiven	 Immunantwort	 rekrutieren,	 aktivieren	





















Thrombozyten	 führen,	 verantwortlich	 (Anderson	&	 Springer	 1987;	 Etzioni	 et	 al.	
1992;	Kuijpers	et	al.	1997;	Etzioni	1999;	Alon	&	Etzioni	2003).	Die	Identifizierung	
der	zugrunde	liegenden	zellulären	und	molekularen	Mechanismen,	die	im	Zuge	ei-
ner	 Entzündungsreaktion	 eine	 Rekrutierung	 von	 Leukozyten	 und	 insbesondere	























lären	 Stoffe	 sind	 z.B.	 ATP,	 Hitzeschockproteine,	 Kalzium-bindende	 Proteine	 der	







tion	 mit	 TLRs	 über	 den	 Rezeptor	 Receptor	 of	 Advanced	 Glycation	 End-Products	
(RAGE)	(Hofmann	et	al.	1999;	Park	et	al.	2004).	Bei	mikrobiellen	Infektionen	wird	






opolysaccharid-	 (LPS-)	 bindendes	 Protein,	 sowie	 Zelloberflächenrezeptoren	 wie	
TLRs	gebunden	(Janeway	&	Medzhitov	2002;	Nathan	2002;	Fraser	et	al.	1998).		
Die	ersten	Signale	einer	Infektion	oder	Gewebsschädigung	werden	von	gewebsstän-







sen	 frei	 (Benoist	 &	 Mathis	 2002;	 Nathan	 2002;	 Nathan	 et	 al.	 1993).	 Das	 Gefä-











menen	 Mikroorganismen	 durch	 die	 Produktion	 von	 reaktiven	 Sauerstoffspezies	
(Reactive	Oxygen	 Species,	 ROS)	und	 antibakteriellen	Proteinen	 (z.B.	 Proteinase	3,	

























von	proinflammatorisch	 zurück	 auf	 antiinflammatorisch	 gesetzt	 und	die	Homöo-





Das	 entzündete	 Gefäßendothel	 erlaubt	 durch	 die	 Induktion	 seines	 proadhäsiven	





Rollen	der	 Leukozyten,	 einhergehend	mit	 Chemokin-induzierter	Aktivierung	und	





















































































der	 Integrinaktivierung	ausgelöst	durch	Chemokine	wird	 als	 Inside-Out	 Signaling	



















seine	 endothelialen	Liganden,	 v.	 a.	 ICAM1,	und	damit	 eine	Adhäsion	 (Arrest)	 des	




Tyrosinkinase	 Syk	maßgeblich	 beteiligt.	Durch	das	 Integrin-induzierte	Outside-In	














minal	Crawling	 bei	 PMN	 nicht	 durch	 eine	 Interaktion	 des	 b2-Integrins	 LFA1	mit	





















































Verankerung	 von	 Zellen	mit	 der	 extrazellulären	Matrix	 beteiligt	 und	modulieren	




gebundene	 Heterodimere	 aus	 einer	a-	 und	 einer	 b-Untereinheit.	 In	 Säugetieren	
kommen	18	verschiedene	a-	und	8	verschiedene	b-Untereinheiten	vor,	die	sich	zu	
24	Integrinen	zusammensetzen.	Die	Untereinheiten	sind	Typ-I-Transmembrangly-



























dependent	Adhesion	Site	 (MIDAS),	 eine	Bindungsstelle	 für	divalente	Kationen,	die	
bewirkt,	dass	nur	im	Beisein	von	divalenten	Kationen	eine	Ligandenbindung	durch	









Domäne	 (ZD);	 die	 b-Untereinheit	 aus:	 I-like-Domäne,	 Hybriddomäne,	 PSI-	 (Plexin/Semapho-


























essenziell	 ist	 (Kim	 et	 al.	 2003;	 Calderwood	 et	 al.	 1999;	 Calderwood	 et	 al.	 2002;	
Moser	et	al.	2009b).	Infolge	von	Inside-Out	Signaling	werden	Taline	durch	die	akti-
vierte	GTPase	Rap1	rekrutiert,	so	dass	sie	an	die	ZD	der	b-Untereinheit	binden	kön-
























heit	 (CD18):	 aLb2-Integrin	 (CD11a/CD18,	 LFA1),	 aMb2-Integrin	 (CD11b/CD18,	


























Immunologischen	 Synapse	 zwischen	 T-Zelle	 und	 Antigen-präsentierender	 Zelle	








beschrieben	 und	wird	 deshalb	 auch	 als	 Komplementrezeptor	 (CR)	 3	 bezeichnet.	
Mac1	 wird	 auf	 myeloischen	 Zellen	 (PMN	 und	 Monozyten	 /	 Makrophagen),	 NK-
Zellen	und	gd	T-Zellen	exprimiert.	Im	Unterschied	zu	LFA1	besitzen	die	zahlreichen	
Liganden	 von	 Mac1	 keine	 übereinstimmenden	 Bindungssequenzen.	 Neben	 dem	
















immunologischen	 Toleranz	 involviert.	 So	 inhibiert	 aktiviertes	 Mac1	 auf	
Einleitung	
15	
Dendritischen	 Zellen,	 die	 zu	 den	 APCs	 gehören,	 die	 Aktivierung	 von	 T-Zellen.	 In	
Makrophagen	schwächt	Mac1	die	TLR-induzierte	inflammatorische	Antwort	ab.	Au-
ßerdem	wurde	 gezeigt,	 dass	Mac1	 die	 Aktivierung	 von	NK-Zellen	 durch	 Poly	 I:C	
(synthetische	 doppelsträngige	 RNA)	 über	 den	 TLR3	 vermindert.	 Andererseits	
















































(A)	 Schematische	 Darstellung	 der	
Domänenstruktur	von	Syk.	N-termi-
nal	besitzt	Syk	zwei	SH2-	(src	homo-
logy	 2)	 Domänen.	 Zwischen	 ihnen	
befindet	 sich	die	 Interdomäne	A.	 C-
terminal	 folgen	 Interdomäne	 B	 und	
die	 Tyrosinkinasedomäne	 (Kinase).	
(B)	 Schematische	 Darstellung	 der	
Signalübertragung	 über	 Syk.	 Nach	
Ligandenbindung	 an	 b2-Integrine	
werden	 ITAMs	 durch	 Src-Kinasen	
phosphoryliert.	 Syk	bindet	 über	 die	
SH2-Domänen	an	die	phosphorylier-
ten	 Tyrosine	 der	 ITAMs	 und	 wird	
ebenfalls	 durch	 Src-Kinasen	 phos-
phoryliert.	Aktiviertes	Syk	rekrutiert	
und	 aktiviert	 nachgeschaltete	 Part-
ner	(gekennzeichnet	durch	schwarze	
Pfeile).	 Die	 Signalübertragung	 hat	
vielfältige	Prozesse	zur	Folge,	die	die	
Aktinpolymerisation	 und	 damit	 Ad-
häsion,	 Migration	 und	 Phagozytose	
von	 PMN	 kontrollieren.	 (B)	


















gendes	Spreading	 (Mócsai	et	al.	2002).Dies	konnte	 in	vivo	 im	Entzündungsmodell	
des	M.	cremasters	bestätigt	werden.	Syk-defiziente	Leukozyten	waren	nicht	in	der	
Lage,	am	Trauma-	oder	fMLP-induzierten	entzündlichen	Endothel	fest	und	andau-













Migration	 in	der	Lage.	Die	Relevanz	 in	vivo	wurde	 im	Modell	des	entzündeten	M.	
























schen	 Immunrezeptorsignalübertragung.	 Dies	 geschieht	 durch	 die	 Phosphorylie-
rung	 von	 ITAM-Sequenzen	 in	 den	 Adapterproteinen	 DAP12	 und	 Fc-Rezeptor-g-
Kette	 (FcRg-Kette)	 durch	 Src-Kinasen.	 b2-Integrine	 sind	 nicht	 direkt	 mit	 diesen	
Adaptermolekülen	assoziiert	und	es	ist	noch	unklar,	wie	die	Funktionen	von	b2-In-
tegrinen	 und	 DAP12	 und	 FcRg-Kette	 verbunden	 sind.	 Syk	 kann	 über	 seine	 SH2-
Domänen	an	die	phosphorylierten	Tyrosine	der	ITAM-Sequenz	binden	und	wird	ini-
tial	durch	Src-Kinasen	phosphoryliert	(Abbildung	3	B)	(Mócsai	et	al.	2006;	Mócsai	
et	 al.	 2010).	Durch	die	Bindung	von	 Syk	über	beide	 SH2-Domänen	an	die	 ITAM-
Sequenz	wird	der	autoinhibierte	Zustand	von	Syk	aufgehoben	und	dessen	Kinase-







































SH3-Domäne,	 die	 beide	die	Bindung	 an	 Interaktionspartner	 ermöglichen	 (Larbo-
lette	et	al.	1999;	Kessels	et	al.	2000;	Kessels	et	al.	2001;	Schymeinsky	et	al.	2011).	
Das	Homolog	zu	mAbp1	in	Hefe	(Abp1p)	hat	mit	mAbp1	die	N-terminale	ADF-H-
Domäne	 und	 die	 C-terminalen	 Prolin-reiche	Domäne	 und	 SH3-Domänen	 gemein.	































zytose	 (Kessels	et	al.	2001).	 In	Lymphozyten	 ist	mAbp1	essenziell	 für	die	Signal-
übertragung	von	T-Zell-	und	B-Zell-Rezeptoren,	bei	dieser	es	auch	durch	Syk-	und	




































reszierendes	 Protein-)	 gekoppeltes	 mAbp1	 dynamisch	 am	 Ort	 der	 Partikelauf-
nahme	angereichert.	Hier	kolokalisierte	es	mit	der	Tyrosinkinase	Syk.	In	Abwesen-











































murinem	 Plasma,	 N-Formylmethionyl-Leucyl-Phenylalanin	 (fMLP),	 Glukose,	
Glutaraldehydlösung,	 2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsäure	





nol,	 Natriumdodecylsulfat	 (SDS),	 Tetramethylethylendiamin	 (TEMED)	 und	 Tris									
(-hydroxymethyl)-aminomethan	 (Tris)	 von	 AppliChem	 (Darmstadt,	 Deutschland)	
verwendet.	Fötales	Bovines	Serum	(FBS),	Hanks’	Salzlösung	(Hanks’	Buffered	Salt	
Solution,	 HBSS),	 Penicillin/Streptomycin,	 phosphatgepufferte	 Kochsalzlösung	





lis,	 MN,	 USA)	 geliefert.	Keratinocyte-derived	 Chemokine	 (KC,	 CXCL1)	 wurde	 über	










Der	 polyklonale	 Ziege	 anti-mAbp1	 Antikörper	 (anti-Hip55,	 ab2836)	 wurde	 von	
Abcam	(Cambridge,	UK)	bezogen.	Der	monoklonale	Maus	anti-mAbp1	Antikörper	











































nie	WEHI-3B	 (myelomonozystische	Leukämie,	ACC	26)	 und	die	 humane	Zelllinie	
293T	(embryonale	Nierenfibroblasten,	ACC	635)	wurden	von	der	Deutschen	Samm-


























63x/1.4	 Ölobjektiven	 (Zeiss,	 Göttingen,	 Deutschland);	 Lichtmikroskope:	 Zeiss	
Axiovert	 200M	 Mikroskop	 mit	 Zeiss	 Plan-Apochromat	 63x/1,4	 Ölobjektiv,	 Zeiss	
Plan-Apochromat	20x	und	10x/0,75	Luftobjektiven,	 einer	AxioCam	HR	Digitalka-








































dungen	 und	Dokumenten	 und	 Literaturverwaltung	 benutzt:	 ImageJ	 (Wayne	Ras-
band,	National	Institutes	of	Health,	USA,	http://rsb.info.nih.gov/ij),	das	Manual	Tra-
cking	Tool	(Fabrice	Cordelieres,	Institut	Curie,	Orsay,	Frankreich)	und	das	Chemota-
xis	 and	Migration	Tool	 (Gerhard	Trapp	und	Elias	Horn,	 ibidi	GmbH,	Martinsried,	






































in	 frischem	 Zellkulturmedium	 aufgenommen,	 die	 gewünschte	 Menge	 an	
Material	und	Methoden	
30	
Zellsuspension	wurde	 in	 neue	 Zellkulturflaschen	 bzw.	 –schalen	 gegeben	 und	 an-
schließend	mit	Zellkulturmedium	aufgefüllt.	










































bzw.	 dem	 Kontrollvektor	 MISSION®	 non	 target	 shRNA,	 dem	 retroviralen	 Verpa-
ckungsvektor	pCMV∆R8.9	und	dem	Vektor	kodierend	für	das	Hüllprotein	pVSV-G	
(Zufferey	et	al.	1997)	entsprechend	den	Angaben	des	Herstellers	kotransfiziert.	Da-








ßend	 wieder	 in	 Zellkulturmedium	 (RPMI-1640	 Medium	 mit	 FBS	 und	 Penicil-

























fixiert	 und	 dreimal	mit	 PBS	 gewaschen.	 Die	 Fluoreszenz	wurde	mit	 dem	Durch-
flusszytometer	BD	FACScanto™	II	bzw.	dem	BD	FACScan™	gemessen.	Die	Daten	wur-
den	mit	der	Software	WinMDI	analysiert	(Schymeinsky	et	al.	2009).		














































mit	 PBS	 gewaschen,	 um	 nicht-adhärente	 Zellen	 zu	 entfernen	 und	 mit	 1%	 (v/v)	
Glutaraldehyd	 in	 PBS	 fixiert	 und	mit	 gereinigtem	Wasser	 gewaschen.	 Nach	 dem	
Trocknen	 der	 fixierten	 Zellen	 wurden	 diese	 mit	 0,1%	 (w/v)	 Kristallviolett	 für	
























Software	 ermittelt	 und	 so	 das	 Spreading	 der	 Zellen	 beurteilt	 (Frommhold	 et	 al.	
2007).		
Chemotaxis	




















































Hilfe	 des	 Zeiss	 Axiovert	 200M	 Mikroskop	 mit	 einem	 Zeiss	 Plan-Apochromat	






















flusskammern)	 wurden	 mit	 Hilfe	 einer	 Präzisionspumpe	 (Model	 22,	 Harvard	
Material	und	Methoden	
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der	 Zeitrafferaufnahmen	 wurde	 das	 Crawling	 unter	 Zuhilfenahme	 der	 Module	
Material	und	Methoden	
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den	 Bedingungen	 aufgetrennt	 (Lämmli	 1970).	 1x106	 isolierte	murine	 PMN	 oder	
dHL-60-Zellen	wurden	in	300	µl	Probenpuffer	(6%	(w/v)	SDS,	30%	(v/v)	Glycerin,	





(v/v)	TEMED	 in	125	mM	Tris/HCl	 (pH	6,8))	und	einem	10%igen	Trenngel	 (10%	




















































Mn2+	 konnte	 den	Anteil	 adhärenter	 Syk+/+-PMN	 an	 allen	 eingesetzten	 Zellen	 von	
10,8	±	2,5%	bei	unstimulierten	PMN	auf	38,8	±	24,9%	signifikant	erhöhen.	Im	Ge-















































Um	 einen	 eventuellen	 Phänotyp	 möglichst	 allein	 dem	 Fehlen	 von	 mAbp1	 zuzu-
schreiben,	 wurden	 PMN	 aus	 mAbp1-/--Mäusen	 vergleichend	 zu	 PMN	 aus	 Wild-
typmäusen	verwendet	und	charakterisiert.	Die	Analyse	von	isolierten	PMN	mittels	
Westernblottechnik	zeigte,	dass	die	genetische	Ablation	von	mAbp1	keinen	Einfluss	





























































Mn2+	 (1	mM)	konnte	 sowohl	 bei	mAbp1+/+-Kontroll-PMN,	 als	 auch	bei	mAbp1-/--


















































	 (n)	 (n)	 (µm)	 (µm/s)	 (s-1)	 (µl-1)	
Abp1+/+	 5	 27	 35	±	1	 1400	±	80	 1000	±	70	 2600	±	400	
Abp1-/-	 5	 33	 32	±	1	 1600	±	140	 1200	±	140	 2400	±	200	





bei	 b2-Integrin-vermitteltem	 langsamen	 Rollen	 (Zarbock	 et	 al.	 2007)	 zwischen	















Vollblut	 von	mAbp1-/--	 und	mAbp1+/+-Mäusen	 in	 einer	 autoperfundierten	ex	 vivo	
Mikroflusskammer	untersucht.	Mit	Hilfe	der	Mikroflusskammer	war	es	möglich,	das	




tet.	 Die	 Blutflussgeschwindigkeit	 in	 den	 Kammern	 war	 zwischen	 mAbp1-/--	 und	
mAbp1+/+-Mäusen	vergleichbar	(1,5	±	0,1	mm/s	in	mAbp1-/--Mäusen	und	1,6	±	0,04	
mm/s	in	mAbp1+/+-Mäusen).	Nach	acht	Minuten	Perfusion	war	die	Anzahl	adhären-










































Widerstand	 von	 mAbp1-/--PMN	 gegen	 die	 Schubspannung	 kleiner	 ist	 als	 bei	
mAbp1+/+-PMN	 und	 die	 Anzahl	 adhärenter	 Zellen	 hier	 drastisch	 abnimmt	
(Abbildung	8	C).	Daraus	lässt	sich	schließen,	dass	mAbp1	ebenfalls	wichtig	ist,	um	
die	Adhäsion	von	PMN	gegen	die	Schubspannung	zu	stabilisieren.	Diese	Abhängig-
















































	 (n)	 (n)	 (µm)	 (µm/s)	 (s-1)	 (µl-1)	
Abp1+/+	 7	 26	 29	±	1	 1750	±	120	 1500	±	90	 5100	±	300	
Abp1-/-	 6	 19	 31	±	1	 1700	±	120	 1400	±	100	 7300	±	200	
















len	des	M.	 cremaster	 von	mAbp1-/--Mäusen	 (grau,	n	=	19	 in	6	Mäusen)	und	mAbp1+/+-Mäusen	
(schwarz,	n	=	26	in	7	Mäusen).	Eine	Abnahme	des	Zelldurchmessers	deutet	Spreading	gegen	die	
Endothelwand	an.	MW	des	Zelldurchmessers	±	SE.	(B,	C)	Spreading	von	fMLP	(1	µM)	stimulierten	























































































































































verwendet,	 die	 die	mAbp1-Expression	mittels	 RNAi-Technik	 herunterregulierten	
(shAbp1).	Die	Analyse	von	shAbp1-Zellen	mittels	Westernblottechnik	im	Vergleich	
zu	wildtypischen	dHL-60-Zellen	 oder	dHL-60-Kontrollzellen	 (Kontrolle),	 die	 eine	
randomisierte	shRNA	exprimieren,	ergab,	dass	in	shAbp1-Zellen	die	Expression	von	
mAbp1	effektiv	auf	einen	Wert	von	19	±	7%	im	Vergleich	zur	Kontrolle	herunterre-
guliert	 werden	 konnte	 (Abbildung	 12	 A).	 Unter	 einer	 Schubspannung	 von	
1	dyne/cm2	war	die	Migrationsgeschwindigkeit	von	shAbp1-Zellen	im	Vergleich	zu	











Rolle	 spielt,	wurden	 isolierte	mAbp1-/--	 and	mAbp1+/+-PMN	 in	 einem	Gradienten	
von	10	µM	fMLP	in	Zigmond-Chemotaxiskammern	untersucht.	Die	Abwesenheit	von	
mAbp1	 hatte	 keinerlei	 Effekt	 auf	 die	 chemotaktische	Migrationsrichtung,	 auf	 die	
Migrationsgeschwindigkeit,	noch	auf	die	akkumulierte	und	euklidische	Migrations-


















































al.	 2007).	Auch	hier	 hatte	 die	Herunterregulierung	 von	mAbp1	 in	 shAbp1-Zellen	














Analyse	 von	 CD18-Clustern	 von	mAbp1-shRNA	 exprimierenden	 dHL-60-Zellen	 (shAbp1)	 oder	
dHL-60-Kontrollzellen	(Kontrolle)	nach	Stimulation	mit	100	nM	fMLP	auf	immobilisiertem	ICAM1	
(12,5	µg/ml)	unter	statischen	Bedingungen	(C,	D)	oder	Flussbedingungen	(0,5	dyne/cm2,	E,	F).	
























Syk	 ist	 jedoch	 insbesondere	 bei	 der	 b2-Integrin-vermittelter	 Signaltransduktion,	
dem	Outside-In	Signaling,	von	Bedeutung.	(Mócsai	et	al.	2002;	Mócsai	et	al.	2003;	
Zarbock	et	al.	2007).	In	der	vorliegenden	Arbeit	konnte	erstmals	die	in	vivo	Relevanz	
von	 Syk	während	 der	 Leukozytenrekrutierung	 für	 die	b2-Integrin-vermittelte	 In-
duktion	der	festen	Adhäsion	und	des	Spreadings,	welche	wichtig	für	eine	effiziente	














































Die	 intraluminale	Migration	 (Intraluminal	Crawling)	 ist	 ein	 individueller	 Prozess	
während	der	Rekrutierung	von	PMN	und	Monozyten,	der	sich	zwischen	die	Verstär-
kung	der	Adhäsion	mit	Spreading	und	die	Transmigration	einfügt.	Die	intraluminale	





von	 LFA1	 beeinträchtigt	 wurde.	 Da	 das	 Migrationsvermögen	 und	 die	
Diskussion	
64	
Migrationsgeschwindigkeit	 von	 mAbp1-/--PMN	 auf	 ICAM1	 unter	 Schubspannung	
ebenfalls	 reduziert	waren,	 könnte	mAbp1	möglicherweise	 bei	Mac1-vermittelten	
PMN-Funktionen	beteiligt	sein,	die	auf	die	initiale	Adhäsion,	den	Arrest,	in	der	Rek-
rutierungskaskade	folgen.	Im	humanen	System,	unter	Verwendung	von	dHL-60-Zel-
len	 in	 Flusskammern,	 war	 die	 Migrationsgeschwindigkeit	 nach	 Herunterregulie-













wurde	 schon	 früher	mit	 der	Migration	 von	 PMN	 in	 Verbindung	 gebracht	 und	 es	
wurde	gezeigt,	dass	dieses	Molekül	Teil	eines	Signalkomplexes,	reguliert	von	Syk,	ist	





verzweigen,	 kontrollieren.	 Sie	 üben	 eine	 Funktion	 als	 NPF	 aus	 (Stradal	 &	 Scita	
2006).	Auch	für	mAbp1	wurde	gezeigt,	dass	es	mit	der	GTPase	Cdc42	kooperiert	und	
möglicherweise	über	N-WASP/WASP	Arp2/3	aktiviert	und	zur	Kontrolle	der	Aktin-




















































kozytenrekrutierung	 auftreten,	 zu	 widerstehen.	 Die	 Daten	 lassen	 weiterhin	 den	
Schluss	zu,	dass	mAbp1	eher	bei	Einwirkung	von	externen	Kräften,	wie	Schubspan-
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